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RESUMO




Diante da elevada producgéo de residuo agroindustrial e da possibilidade deste material
conter fitoquimicos bioativos, este trabalho objetivou avaliar o potencial antioxidante de
residuo de goiaba (semente) proveniente de uma industria de polpas de frutas
congeladas. Extratos hidroacetdnico, hidrometanolico, hidroetandlico e aquoso, obtidos
por extragdo sequencial, foram utilizados para quantificar o teor de fendlicos totais e
determinar a atividade antioxidante em sistema da co-oxidagao B-caroteno/acido linoléico
e pelo método tiocianato férrico e a capacidade de sequestrar radicais livres [DPPH" (1,1-
difenil-2-picrilhidrazil) e ABTS"" (2,2’-azino-bis-(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico]. Os
extratos hidroacetdnico e hidrometandlico exibiram os maiores teores de fendlicos totais
(5.317,27 e 2.176,46ug em equivalente de catequina mL™, respectivamente), sendo,
portanto, o aquoso e hidroetandlico excluidos da avaliagdo do potencial antioxidante. O
extrato hidroacetdnico exibiu elevado percentual de inibigdo da oxidagao (81,95%) no
ensaio da co-oxidacado do B-caroteno/ acido linoléico; elevado percentual de inibicdo da
peroxidagdo do acido linoléico (74,32% e 80,13%, respectivamente, nas concentragdes
de 140 e 240mg/L); boa capacidade de sequestrar o radical DPPH (percentual de
sequestro >60%, baixo valor de ECs, e de Tgcso, € médio EA); e o radical ABTS® (875,79
mM TEAC.g™"). O extrato hidrometandlico exibiu baixo percentual de inibicdo da oxidagao
(38,92%) no ensaio da co-oxidacdo do [-caroteno/ acido linoléico; inibicado da
peroxidagdo do acido linoléico de 50,50% e 73,70% (nas concentracoes de 140 e
240mg/L, respectivamente); e fraca capacidade de sequestrar o radical DPPH (percentual
de sequestro < 30%, alto valor de ECs, e de Tecso, € baixo EA) e o radical ABTS™* (57,16
mM TEAC.g"). Ao associar o extrato hidroacetdnico com o BHT, em diferentes
concentragdes, o percentual de sequestro do DPPH e de inibicdo da oxidacdo, em
sistema da co-oxidagado [-caroteno/acido linoléico foi semelhante ao do BHT isolado,
demonstrando haver sinergismo entre eles. O extrato hidroaceténico do residuo
agroindustrial de goiaba apresenta um expressivo potencial anti-radical, uma vez que
demonstrou eficiéncia na captura dos radicais DPPH® e ABTS®, relevante acgéo
antioxidante em meio lipidico, além de sinergismo com o BHT. Desta forma, o residuo

agroindustrial de goiaba surge como alternativa de antioxidante natural.

Palavras-chave: residuo agroindustrial de goiaba; semente de goiaba; fendlicos totais,

atividade antioxidante; atividade anti-radical



ABSTRACT




Considering the high production of agri-industrial waste and the possibility of this material
have bioactive phytochemicals, this work aimed to evaluate the antioxidant potential of the
guava waste (seed) from an industry of frozen fruit pulps. Hydroacetone, hydroethanolic,
hydromethanolic and aqueous extracts, obtained by sequential extraction procedure, were
submitted to the determination of total phenolic and antioxidant activity in p-
carotene/linoleic acid co-oxidation system and by ferric thiocyanate method and screened
for their free [DPPH® (1,1-diphenyl-2-picrilhidrazil) and ABTS"™ (2,2'-azino-bis-(3-
etilbenzotiazolina 6-sulfonic acid)] scavenging activity. The hydroacetone and
hydromethanolic extracts exhibited the highest content of total phenolics (5317.27 and
2176.46 ug catechin equivalent mL™, respectively), while the aqueous and hydroethanolic
extracts were excluded from antioxidant analysis. Hydroacetone extract exhibited high
percentage of the inhibition of oxidation (81.95%) in B-carotene/linoleic acid co-oxidation
system; high percentage of the inhibition of linoleic acid peroxidation (74.32% and 80.13%
at concentrations 140 and 240mg/L, respectively), good DPPH® scavenging activity
(scavenging percentage >60%; low value of ECs and Tgcso, middle value of AE), and
good ABTS™ scavenging activity (875.79mM TEAC.g™"). The hydromethanolic extract
exhibited low percentage of the inhibition of oxidation (38.92%) in B-carotene/linoleic acid
co-oxidation system, inhibition of linoleic acid peroxidation of the 50.50% and 73.70% (at
concentrations 140 and 240mg/L, respectively), DPPH* scavenging activity (scavenging
percentage < 30%, high ECs, and Tgcso, and low value of AE), and bad ABTS *
scavenging activity (57.16 mM TEAC.g ). Combining of the hydroacetone extract with
BHT at different concentrations, the scavenging activity and inhibition of oxidation, in -
carotene/linoleic acid co-oxidation system were similar to that BHT alone, which
demonstrated synergism between them. Hydroacetone extract from guava waste (seeds)
has a significant potential antioxidant since it has shown better performance in scavenging
DPPH " and ABTS" * radical, important antioxidant activity in lipid emulsion system, and
synergism with BHT. Thus, the agri-industrial waste from guava can be considered as

alternative of natural antioxidants.

Keywords: Agri-industrial waste, guava seed, total phenolics, antioxidant activity, anti

radical activity.



18

1. INTRODUCAO
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O Brasil apresenta uma das maiores diversidades de espécies frutiferas do
mundo em fungédo de sua vasta extensao territorial e ampla variagao climatica. A
producado brasileira de frutas superou 43 milhdes de toneladas em 2007,
ocupando a terceira colocagao na classificacdo dos principais paises produtores
(IBRAF, 2007). De todo territério nacional, a regido Nordeste se destaca por
produzir grande variedade de frutos tropicais, nativos e exoéticos, com boas
perspectivas para exploracdo econdmica, em decorréncia de suas condicdes
edafoclimaticas (SACRAMENTO; SOUZA, 2000). Neste cenario destaca-se a
goiaba (Psidium guajava L.), fruta nativa da América tropical, bastante apreciada
pelo aroma e sabor caracteristico e conhecida por ter acido ascorbico em
quantidade apreciavel.

A produgéo brasileira de goiaba, no ano de 2006, foi de 328.255 toneladas,
e os Estados de Pernambuco e Sao Paulo com uma producido de 102.671 e
118.520 toneladas, respectivamente, destacam-se como os mais produtivos
(IBGE, 2007). Vale destacar que a maior parte da producdo é destinada a
industria para a producdo de doce, suco, geléia, polpa congela, entre outros. Do
processo de beneficiamento deste fruto ha o descarte das sementes que junto
com parte da fragcdo da pele e polpa, ndo separada no processo fisico de
despolpamento, compdem o residuo.

Para prevenir a oxidagao lipidica em alimentos, a industria tem adicionado
aos produtos com teores significativos de acido graxos polinsaturados,
antioxidantes sintéticos dentre os quais, os mais largamente empregados sao o
butil-hidroxi-tolueno (BHT), butil-hidroxi-anisol (BHA) e butil-hidroquinona terciaria
(t-BHQ) e, em alguns casos, a agao sinérgica do acido citrico & indispensavel.

Entretanto, a inocuidade dos antioxidantes sintéticos vem sendo questionada uma
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vez que alguns estudos tém demonstrado que podem favorecer efeitos
mutagénicos e carcinogénicos (BIRCH et al.,, 2001). Sendo assim, os
antioxidantes naturais surgem como alternativa aos sintéticos, visto que podem
agir de forma semelhante na prevengao da oxidagao lipidica.

A assertiva de Guo et al. (2003) de que algumas frutas podem
potencialmente conter maior teor de compostos antioxidantes nas sementes e
casca do que na polpa, tem apontado para a viabilidade de uso deste material na
extracdo de antioxidantes naturais. Assim, a constatacido da elevada proporcao
de residuos provenientes da industria processadoras de frutas e de seu potencial
antioxidante, motivou a implementacdo deste estudo com vistas a investigar o
potencial antioxidante de residuos (sementes) de goiaba, provenientes de uma
industria de polpa de frutas tropicais congelada, na perspectiva de emprega-lo

como inibidor da oxidagao lipidica em alimentos.
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2.1. GOIABA

A Goiabeira, Psidium guajava L, pertencente a familia das Myrtaceae, é
originaria da América Tropical, possivelmente entre o México e o Peru, onde
ainda pode ser encontrada em estado silvestre. Sua capacidade de dispersao e
rapida adaptacdo a diferentes ambientes possibilitaram a propagacédo desta
Myrtaceae por amplas areas tropicais e subtropicais do globo, sendo até
considerada uma praga em algumas regides (MENZEL, 1985).

O “fruto da goiabeira, a goiaba, denominado na Espanha e nos Estados
Unidos por “guayabo” e “guava”, respectivamente, é uma baga de forma
arredondada ou ovalada, polpa de coloracdo branca ou avermelhada com
numerosas pequenas sementes (JIMENEZ-ESCRIG et al., 2001). Essa fruta de
sabor e aroma agradaveis possui quantidade regular de acidos, agucares, e
pectinas, além de taninos, flavonodides, O&leos essenciais, alcodis
sesquiterpendides e acidos triterpendides (IHA, et al., 2008). Segundo Gongatti
Netto et al., (1996), a goiaba € um dos frutos de maior importéncia nas regides
subtropicais e tropicais, ndo s6 devido ao seu elevado valor nutritivo, mas também
pela excelente aceitagcdo para o consumo in natura e grande aplicagao industrial,
além de se desenvolver em condi¢cdes adversas de clima.

A producgao brasileira nos ultimos anos tem sido relativamente estavel. Em
2001, a producao foi de 281.102 Toneladas, apresentando discreto aumento,
chegando a atingir, em 2007, 316.301 Toneladas (Figura 1). No territério nacional,
a plantagdo de goiabas concentra-se, principalmente, nas regides Sudeste e

Nordeste (Figura 2), as quais se configuram como as mais produtoras. Em termos
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monetarios, a goiaba gerou para o Brasil um valor de R$ 1.089.774 no periodo de
2001 a 2007 (Figura 3) (IBGE, 2009). Vale ressaltar que a produgao brasileira de
goiaba destina-se quase que totalmente ao mercado interno que, nos ultimos sete
anos, vem experimentando significativo aumento de oferta.

Esse fruto € bastante consumido na forma in natura, no entanto a maior
parte da producdo brasileira é destinada a industria para a producao de doce,
suco, geléia, polpa congelada, entre outros. O processamento de goiaba para
obtencao de polpa é uma atividade agroindustrial importante na medida em que
agrega valor econdmico a fruta, evitando desperdicios e minimizando as perdas
que podem ocorrer durante a comercializagdo do produto in natura (FURTADO et
al, 2000). Além disso, esse produto é bastante utilizado como matéria prima para

industrias secundarias.

450.000

400.000 A
350.000 - \v\’\‘ —e—Brasil
300.000 Norte

3

s

[<]

3 250.000 —a— Nordeste

) A

E 200.000 / —>—Sudeste

2 150.000 | - Sul

'2 100.000 —e— Centro-Oeste

50.000 1
o ———0— o9 —O—0—0—»
0

2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007

Produgao Anual

Figura 1: Producao brasileira de goiabas (toneladas) por regido geogréfica.
Fonte: IBGE (2009).
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Figura 2: Area plantada de goiabas (hectares) por regido geografica do Brasil.
Fonte: IBGE (2009).
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Figura 3: Valor da producao brasileira (mil reais) de goiaba por regiao geogréfica.
Fonte: IBGE (2009).

Vale destacar que a agroindustria brasileira € um dos principais segmentos
da economia nacional, com importancia tanto para abastecimento interno como
para o desempenho exportador do Pais, com destaque para o preparo e abate de
carnes, fabricagcao e refino de agucar, laticinios, panificacdo e fabricagcdo de
massas, 6leos vegetais e industrias de sucos (LIRA, 2008). Neste contexto, o
processamento de produtos agricolas tem gerado uma grande quantidade de

subprodutos oriundos do tratamento industrial, a exemplo de semente e cascas
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de vegetais (SILVA FILHO, ARMELIN, SILVA, 1999). No caso da goiaba utilizada
na produgdo de sucos e doces sao gerados, aproximadamente, 30% de seu peso
em residuos que é constituido principalmente por sementes (SILVA, 1999),
representando uma quantia estimada em 19.000 toneladas de residuo descartado
anualmente (CORREA et al, 2005). Por serem estes subprodutos caracterizados
frequentemente como potenciais poluidores ambientais, agdes que minimizem o
volume desses residuos pode se apresentar como uma alternativa bem sucedida
para a industria de alimentos e bebidas (AMANTE et al., 1999; HENNINGSSON et
al., 2004).

Varios estudos vém demonstrando que este material ainda contém
quantidades significantes de fitoquimicos, dentre os quais se destacam os
polifendis. Segundo Hassimotto, Genovese e Lajolo (2005), o teor de fendlicos
totais em polpa de goiaba vermelha (124,0 mg 100"'g) foi menor do que o
encontrado na pele desta fruta (420 mg 100™'g). Soong e Barlow (2004) relatam
que os fendlicos totais de sementes de varias espécies de frutos, como manga,
‘longan, abacate, e jaca” foram maiores do que os da polpa. Em funcédo da
presenca destes fitoquimicos, os residuos agroindustriais de frutos apresentam-se
como fonte potencial antioxidante, conforme demonstrado por Bocco, et al. (1998)
ao determinar a agao antioxidante de sementes de citrus; Wolfe; Wu; Liu, (2003)
ao estudar o potencial antioxidante de casca de macé; Shui e Leong (2006) ao
investigar a acdo antioxidante de residuo de carambola; Mielnik, et al. (2006) ao
determinar a atividade antioxidante de sementes de uvas, Caetano et al. (2009)

ao estudar a ag&o antioxidante de residuo agroindustrial de acerola, entre outros.
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2.2. COMPOSTOS FENOLICOS

Os compostos fendlicos ou polifendis, produtos secundarios do
metabolismo vegetal, apresentam em sua estrutura um anel aromatico com uma
ou mais hidroxila e constituem um amplo e complexo grupo de fitoquimicos, com
mais de 6000 estruturas conhecidas (LEE et al., 2005; MARTINEZ-VALVERDE,
PERIAGO e ROS, 2000). Estes compostos encontram-se amplamente
distribuidos no reino vegetal, englobam desde moléculas simples até aquelas com
elevado grau de polimerizagao e estao presentes nos vegetais tanto nas formas
livres como complexados a acgucares e proteinas (BORGUINI, 2006). A
diversidade estrutural dos polifendis se deve a grande variedade de combinagdes
que ocorre na natureza, permitindo categoriza-los em varias classes como
demonstrado na Tabela 1. Dentre estas classes, destacam-se a dos flavondides e
a dos acidos fendlicos por serem largamente distribuidos na natureza e os mais

comuns antioxidantes fendlicos de fonte natural (SOARES, 2002).
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Tabela 1. Classe de compostos fendlicos em plantas.

Classe Estrutura
Fendlicos simples, benzoquinonas C6

Acidos hidroxibenzéicos C6-C1
Acetofenol, acidos fenilacéticos C6-C2
Acidos hidroxicinamicos, fenilpropansides C6-C3
Nafitoquinonas C6-C4
Xantonas C6-C1-C6
Estilbenos, antoquinonas C6-C2-C6
Flavondides C6-C3-C6
Lignanas, neolignanas (C6-C3)2
Ligninas (C6-C3)n
Taninos condensados (C6-C3-C6)n

FONTE: Harborne (1989); Harborne, Baxter, Moss (1999) citados por Angelo; Jorge (2007).

2.2.1. Flavondéides

Os flavondides, compostos largamente distribuidos no reino vegetal,
comumente encontrados em frutas, folhas, sementes e em outras partes da planta
na forma de glicosideos ou agliconas. Estes compostos possuem estrutura
fenilbenzopirona (Ce—C3—Cg), onde as duas partes da molécula com seis carbonos
sao anéis aromaticos, denominados anel A e B, unidos por trés carbonos que
formam um anel y pirano, denominado de anel C (Figura 4). Em func&do das
substituicbes que ocorrem no anel C, os flavondides sdo reunidos em diversos
importantes grupos, como Flavandis, Flavondis, Flavonas, Antocianidinas,
Isoflavondides, Flavanonas (Figura 5) (HOULIHAN, 1985). As substituicbes que

ocorrem nos anéis A e B dao origem a diversos compostos dentre de cada grupo,
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0s quais apresentam variagdo no numero e posicdo de hidroxilas e metoxilas

presentes nos dois anéis aromaticos

Figura 4: Estrutura quimica dos flavondides

o ol e

Flavanol
Flavonol Flavona

O ‘
ZN o1

Antocianidina

0]
Flavanona

Isoflavonas

Figura 5: Principais grupos de flavonodides

Nos vegetais, a distribuicdo dos flavondides depende de diversos fatores
de acordo com o filo/ordem/familia do vegetal bem como da variagdo das
espécies (BOBBIO e BOBBIO, 1992; FENNEMA, 1993; BURNS et al., 2001).

Flavonas e flavondis sdo os dois principais grupos encontrados na natureza.
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Dentre os flavonois, as agliconas, campferol, quercetina e miricetina sdo as mais
comuns e a apigenina, luteolina e tricetina os composto do grupo das flavonas
mais frequentemente encontrados nos vegetais (BOBBIO e BOBBIO, 1992 e

HARBORNE, 1973).

2.2.2. Acidos Fenélicos

Os acidos fendlicos estao divididos em dois grupos (Figura 6). No primeiro
encontram-se os derivados dos acidos hidroxibenzoicos, constituidos por sete
atomos de carbono (Cs-C1). Estes compostos apresentam grupo carboxilico ligado
ao anel aromatico. Destacam-se os acidos protocatecuico, vanilico, siringico,
gentisico, salicilico e galico como os mais comuns. No segundo grupo encontram-
se os derivados dos acidos hidroxicindmico, constituidos por nove atomos de
carbono (Ce-C3), dos quais trés formam uma cadeia lateral. Os acidos p-cumarico,
caféico, ferulico e sinaptico sao os derivados dos acidos hidroxicinamico mais
comumente encontrados no reino vegetal. A ciclizagdo da cadeia lateral do acido
p-cumarico da origem a um terceiro grupo de fendlicos denominados cumarinas

(Figura 7) (SOARES, 2002).
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Acido p-hidroxibenzdico: R, = R, = H
Acido protocatecuico: R, = OH, R, =H
Adido vanilico: R, = OCH,, R,= H
Acido siringico: R, =R, = OCH,

Acido p-cumérico: R, =R, =H
Acido caféico: R, =OH, R, =H
Acido fertlico: R, = OCH,, R,= H

FIGURA 6: Estrutura quimica dos acidos hidroxibenzoéicos (a) e hidroxicinamicos (b).

OH

O CH — CH —— COO0H

‘ .
Acido o-cumarico Cumarina

Figura 7: Estrutura quimica das cumarinas.

2.2.3. Propriedade funcional dos compostos fenédlicos

As evidéncias cientificas permitem afirmar que a propriedade antioxidante
dos vegetais se deve, principalmente, a seus compostos fendlicos. A eficiéncia
antioxidante destes compostos bioativos depende de sua estrutura e da sua
concentracdo no alimento. Por sua vez, a quantidade destas substancias em
vegetais € amplamente influenciada por fatores genéticos e condigbes ambientais,
além do grau de maturagéo e variedade da planta, entre outros aspectos.

A estrutura molecular dos polifendis e, mais especificamente, a posi¢cao e o
grau de hidroxilagdo do anel aromatico tém influéncia direta sobre a atividade

antioxidante destes compostos, bem como sobre o seu mecanismo de agao



31

(SHAHIDI; JANITHA; WANASUNDARA, 1992; OU et al. 2002). A hidroxila
existente na posicéo orto com o grupo metoxila, doador de elétrons, aumenta a
estabilidade do radical fenoxil e a eficiéncia antioxidante do composto
(CUVELIER; RICHARD; BERSET, 1992). Uma segunda hidroxila na posigéo orto
ou para, também aumenta a atividade antioxidante. O acido caféico, que
apresenta essa caracteristica, possui uma atividade antioxidante maior do que o
acido ferulico (CHEN; HO, 1997). Vale destacar que a agao sequestrante desse
composto parece estar relacionada aos grupos hidroxil localizados na posigao
para no anel aromatico.

Os flavondides atuam como antioxidantes primarios, interrompendo a
cadeia da reacao através da doagao de elétrons ou de hidrogénio aos radicais
livres, convertendo-os em produtos termodinamicamente estaveis. Dentre estes
compostos, os flavondis em especial, atuam também como antioxidante
secundario, retardando a etapa de iniciagdo da autoxidagdo através da
complexacdo com metais (SHI; NIKI, 1998; MELO; GUERRA, 2002; PIETTA,

2000).

2.3. RADICAIS LIVRES

As moléculas organicas e inorganicas e os atomos que contém um ou mais
elétrons ndo pareados, com existéncia independente, podem ser classificados
como radicais livres (HALLIWELL, 1994). Atualmente, estas moléculas sé&o
também conhecidas por Espécies Reativas de Oxigénio (EROs). A configuragao

quimica destas moléculas as torna altamente instaveis, com meia-vida curtissima
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e quimicamente muito reativas. Esses radicais sdo encontrados em todos os
sistemas bioldgicos, podem ser gerados no citoplasma, nas mitocondrias ou na
membrana celular e o seu alvo celular (proteinas, lipideos, carboidratos e DNA)
esta relacionado com o seu sitio de formagdo (ANDERSON, 1996; YU,
ANDERSON, 1997).

A geracado de radicais livres constitui uma acédo continua e fisioldgica,
cumprindo fung¢des bioldgicas essenciais. Sao formados em um cenario de
reacbes de oOxido-redugao, provocando ou resultando essas reagdes. Podem
ceder o elétron solitario e serem oxidados; ou podem receber outro elétron e
serem reduzidos (POMPELLA, 1997). Em condigdes fisioldgicas do metabolismo
celular aerdbio, o O, sofre redugao tetravalente, com aceitacdo de quatro
elétrons, resultando na formacgao de H,O (Figura 8). Durante esse processo séo
formados intermediarios reativos, como os radicais superéxido (O;"), hidroperoxila
(HO?"), hidroxila (OH’), e o peroxido de hidrogénio (H>O,). Normalmente, a
reducdo completa do O, ocorre na mitocéndria, e a reatividade das EROs é
neutralizada com a entrada dos quatro elétrons (COHEN, 1989).

O radical superdxido (ou anion superdxido) (O.”) € o mais comum e
abundante radical existente nas células (BOVERIS, 1998). Apesar de seu nome
sugerir alto poder oxidante, esse radical atua na maioria das reagées como um
agente redutor (OGA, 2003). Pode ser gerado em eventos de transporte de
elétrons que ocorrem em cloroplastos e microssomos do reticulo endoplasmatico,
ou por reagdes de autoxidagdo do oxigénio molecular (SANTORO e THIELE,
1997). Mesmo sendo considerado pouco reativo em solugbes aquosas, tem sido
observada lesdo bioloégica secundaria a sistemas geradores de O;" (seja

enzimatico, fagocitico ou quimico) (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1990).
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Figura 8: Reducao tetravalente do oxigénio molecular (O,) na mitocéndria até a formacgao
de agua (H-0). Varias espécies reativas de O, sdo formadas no processo (FERREIRA;
MATSUBARA, 1997).

O radical hidroperoxila (HO;"), forma protonada do radical superdxido, ou
seja, possui 0 proton hidrogénio, € mais reativo que o superoxido, por sua maior
facilidade em iniciar a destruicio de membranas biolégicas (HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 1990). Radical hidroxila (OH’), considerado o mais reativo em
sistemas bioldgicos, uma vez que ocorre combinagédo extremamente rapida desse
radical com metais ou outros radicais no préprio sitio onde foi produzido. Assim, o
hidroxila produzido proximo ao DNA que tenha um metal fixado pode promover

modificagdes de bases purinicas e pirimidinicas, levando a inativacdo ou mutacao
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do DNA. O radical hidroxila pode também inativar varias proteinas (enzimas e da
membrana celular), ao oxidar seus grupos sulfidrilas (-SH) a pontes dissulfeto (-
SS), além de iniciar a oxidagao dos acidos graxos polinsaturados das membranas
celulares (lipoperoxidagao) (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1986).

O peréxido de hidrogénio (H202) embora nao seja um radical livre tendo em
vista a auséncia de elétrons desemparelhados na ultima camada, € um metabdlito
do oxigénio extremamente deletério, pois participa da reagdo que produz o OH". O
H,O, tem vida longa, é capaz de atravessar camadas lipidicas, pode reagir com a
membrana eritrocitaria e com proteinas ligadas ao Fe. Assim, é altamente toxico
para as células e esta toxicidade pode ser aumentada de dez para mil vezes
quando em presenca de ferro, como ocorre, por exemplo, na hemocromatose
transfusional (EATON, 1991 apud FERREIRA; MATSUBARA, 1997).

As EROs podem ser geradas por fontes endégenas ou exdgenas (Tabela
2). Os processos biolégicos que normalmente ocorrem no organismo, tais como:
reducdo de flavinas e tidis; resultado da atividade de oxidases, cicloxigenases,
lipoxigenases, desidrogenases e peroxidases; presenca de metais de transigao no
interior da célula e de sistemas de transporte de elétrons dado origem as EROs
enddégenas. Enquanto que as fontes exdgenas geradoras de radicais livres
incluem tabaco, poluicdo do ar, solventes organicos, anestésicos, pesticidas e
radiagbes (SOARES, 2002). Os sistemas bioldgicos controlam estes fatores
oxidativos via diversos mecanismos antioxidantes que restringem a reatividade
dos radicais livres. Muitos componentes da dieta, essenciais ou ndo, podem
contribuir para estes sistemas de defesa antioxidantes (DECKER, 1997).

Assim, se houver estimulo exagerado na produgédo dessas espécies, de

modo a suplantar as defesas naturais do organismo, as EROs passam a ser
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nocivas, podendo desencadear uma série de doengas crénicas degenerativas nao
transmissiveis (Tabela 3) (FLOYD, 1997, HATHERILL, 1991 apud FERREIRA e
MATSUBARA, 1997). Evidencia-se que as EROs encontram-se relacionada ha
cerca de 60 condi¢des clinicas, entre elas a catarata, a aterosclerose, o cancer,
doencas cardiovasculares, alteragdes no sistema nervoso, entre outras

(LANGSETH, 1995).

Tabela 2- Fontes enddgenas e exdgenas de geragido de EROs.

Enddgenas Exégenas
Respiracao aerobica Ozbnio
Inflamagdes Radiagbes gama e ultravioleta
Peroxissomos Medicamentos
Enzimas do citocromo P450 Dieta
Cigarro

Fonte: BIANCHI; ANTUNES, 1999.

Tabela 3- Doencgas relacionadas com a geragdo de EROs

Artrite Disfungao cerebral
Aterosclerose Cardiopatias
Diabetes Enfisema
Catarata Envelhecimento
Esclerose multipla Cancer
Inflamagdes crbnicas Doencgas do sistema imune

Fonte: BIANCHI; ANTUNES, 1999.

O papel das reacdes dos radicais livres nas doengas humanas, biologia,

toxicologia, e na deterioracdo de alimentos tornou-se uma area de intenso
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interesse. A oxidagao lipidica é responsavel pelo desenvolvimento de sabores e
odores desagradaveis em alimentos, tornando-os impréprios para consumo, além
de também provocar outras alteragbes que irdo afetar ndo s6 a qualidade
nutricional, devido a degradagao de vitaminas lipossoluveis e de acidos graxos
essenciais, mas também a integridade e seguranga dos alimentos, através da
formacao de compostos poliméricos potencialmente téxicos (RAMALHO; JORGE,
2006). Assim, lipoperoxidagdo € um ponto importante na industria alimenticia,
onde a oxidagao € minimizada em alimentos contendo lipidios através do uso de

antioxidantes durante a industrializagdo (BAGGIO, 2006).

2.4. ANTIOXIDANTE

Antioxidante sao substancias que podem retardar ou inibir a oxidacdo de
lipidios ou de outras moléculas, evitando o inicio ou a propagagao das reagdes
em cadeia de oxidagdo. Estes compostos, geralmente apresentam estrutura
quimica aromatica e contém pelo menos uma hidroxila, podendo ser sintéticos,
como o butil-hidroxianisol (BHA), butil-hidroxitolueno (BHT), terc-butil
hidroquinona (TBHQ) e o propil galato (PG), largamente utilizados pela industria
de alimentos, ou naturais, substancias bioativas tais como organosulfurados,
fendlicos e terpenos, que fazem parte da constituicdo de diversos alimentos
(FENNEMA, 1993; BRENNA e PAGLIARINI, 2001; ZHENG e WANG, 2001).

O uso dos antioxidantes sintéticos teve inicio nos anos 40. A estrutura
fendlica destes compostos (Figura 9) permite a doagdo de um préton a um radical
livre, regenerando, assim, a molécula do acilglicerol e interrompendo o

mecanismo de oxidacg&o por radicais livres. Dessa maneira, os derivados fendlicos
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transformam-se em radicais livres. Entretanto, estes radicais podem se estabilizar

sem promover ou propagar reag¢des de oxidacdo (RAMALHO; JORGE, 2006). .

OH OH
C(CH,), (CH,).C = C(CH,),
| Z
OCH, CH,
BHA BHT
OH OH
HO OH C(CH,),
COOC,H, OH
PG TBHQ

Figura 9 — Estrutura quimica de antioxidantes sintéticos: BHA - butil-hidroxianisol; BHT-
butil-hidroxitolueno; TBHQ - terc-butil hidroquinona; PG - propil galato.

Estudos toxicolégicos tém demonstrado que os antioxidantes sintéticos
apresentam efeito nocivo ao organismo. O BHT vem sendo relacionado ao
desenvolvimento de doencgas pulmonares (HOCMAN, 1988). O BHA mostrou
induzir hiperplasia gastrointestinal em roedores por um mecanismo desconhecido;
e o TBHQ a redugado do nivel de hemoglobina e a hiperplasia de células basais
(CRUCES-BLANCO, et al. 1999; MADHAVI; SALUNKHE, 1995 apud RAMALHO;

JORGE, 2006). Frente aos efeitos adversos, 0 uso dos antioxidantes sintéticos é
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limitado em muitos paises. No Brasil, o Ministério da Saude através da Resolugao
da diretoria colegiada- RDC N° 64, de 16 de setembro de 2008 estabelece como
concentragdo maxima permitida, 0,02g. 100g™ para BHA, BHT, TBHQ e PG
(ANVISA, 2010).

Tendo em vista os indicios de problemas que podem ser provocados pelo
consumo de antioxidantes sintéticos, pesquisas tém sido desenvolvidas no
sentido de encontrar antioxidantes provenientes de fontes naturais, que possam
atuar sozinhos ou sinergicamente com outros aditivos, como alternativa para
prevenir a deterioragdo oxidativa de alimentos e limitar o uso dos antioxidantes
sintéticos (DURAN e PADILLA, 1993). Neste sentido, na literatura encontram-se
varios estudos desenvolvidos por diversos pesquisadores. Na década de 50,
CHIPAULT et al. (1952) investigaram a atividade antioxidante de 32 especiarias,
das quais o alecrim e a salvia foram consideradas as mais eficazes.
Posteriormente, esta ac&o foi constatada na soja e produtos de soja (PRATT,;
BIRAC, 1979), na canela (MANCINI FILHO et al.,, 1998), na macéd (LEJA;
MARECZEK; BEN, 2003), no espinafre e repolho (ISMAIL, MARJAN; FOONG,
2004), no coentro (MELO, MANCINI FILHO, GUERRA, 2005), entre outros.

Os residuos agroindustriais por, ainda, conterem quantidade relevante de
compostos fendlicos sao vistos como fontes interessantes de antioxidantes
naturais (MOURE et al., 2001; LAPORNIK, et al, 2005). O potencial antioxidante
destes subprodutos da industria de alimentos tem sido constatado por varios
estudos. Extratos obtidos a partir de sementes de uvas exibiram 75 a 90% de
atividade antioxidante (JAYAPRAKASHA; SINGH; SAKARIAH, 2001). Atividade
antioxidante in vivo de extrato da semente de uva foi relatada por Sato (2001).

Ajila et al (2007) estudaram compostos bioativos e o potencial antioxidante de
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extratos provenientes da casca de manga, relatando uma alta atividade
antioxidante deste material em diferentes sistemas. Extrato obtido a partir de
residuo agroindustrial de acerola exibiu agdo antioxidante, com destaque para o
hidroacetbnico que se mostrou mais eficiente em sequestrar o radical DPPH
(CAETANO, et al., 2009).

A eficiéncia antioxidante de compostos bioativos em alimentos de origem
vegetal depende de sua estrutura e da sua concentragdo no alimento. Por sua
vez, a quantidade destas substancias em vegetais € amplamente influenciada por
fatores genéticos e condigbes ambientais, além do grau de maturagdo e
variedade da planta, entre outros. O substrato utilizado no ensaio, o solvente e
pela técnica de extracdo utilizada, também, sdo fatores que influenciam a
capacidade antioxidante (MOURE, et al, 2001; NACZK e SHAHIDI, 2004).

No que se refere aos solventes organicos, frequentemente sdo usadas
solugcbes aquosas de etanol, metanol e acetona, entre outras, em diferentes
concentragdes, cuja eficacia dependera da polaridade dos polifendis presentes na
amostra, bem como, do grau de polimerizagdo e da sua interagdo com os outros
constituintes (NACZK e SHAHIDI, 2004). Além disso, recomenda-se a
combinacao de pelo menos dois ciclos de extragcdo, de modo a garantir a eficacia
do processo, permitindo extrair compostos com diferentes estruturas quimicas
(PEREZ-JIMENEZ, et al., 2008).

A diversidade quimica existente entre os compostos antioxidantes, em
especial entre os compostos fendlicos, impde a necessidade de avaliar a
capacidade antioxidante por diversos ensaios, com mecanismo de acao diferente.
Neste sentido, varios ensaios tém sido desenvolvidos, alguns deles determinam a

habilidade do antioxidante em sequestrar espécies reativas geradas no meio da
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reagcdo. Outros avaliam a eficiéncia do antioxidante em inibir a peroxidagao
lipidica por meio da quantificagdo dos produtos da reagao - dienos conjugados e
hidroperoxidos; quantificacdo dos produtos da decomposicdo da peroxidagao
lipidica, ou medicdo da inibicdo da oxidacdo do lipidio do sistema pelo
antioxidante a ser testado (FRANKEL; MEYER, 2000; ANTOLOVICH et al., 2002;
GIADA; MANCINI-FILHO, 2004 ). Estes ensaios diferem tanto em relagdo ao
mecanismo de reacdo, como no que se refere as espécies-alvo, as condigdes em
que ocorre a reacao e na forma de expressar os resultados.

Dentre os métodos que determina a habilidade dos antioxidantes em
sequestrar radicais, destacam-se aqueles que envolvem um radical croméforo,
simulando as espécies reativas de oxigénio, dos quais os mais utilizados sao o
DPPH* (1,1-difenil-2-picrilhidrazil) e o ABTS™ [ 2,2’-azino-bis(3-etil-benzolina-6-
sulfonado)]. Estes meétodos, por serem praticos, rapidos e sensiveis, s&o
amplamente empregados (ARNAO, 2000). No primeiro, a solugdo metandlica do
DPPHe, de coloracdo purpura, absorve luz no comprimento de onda de 517 nm.
Por acdo de um antioxidante ou uma espécie radicalar (R’), o DPPH" é reduzido
formando 2,2-difenilpicril-hidrazina (DPPH-H) (Figura 10). Nesta reacao, a
solucdo metandlica de DPPH®, inicialmente de coloragdo violeta, torna-se
amarelada e o grau desta descoloracdo, que € monitorada
espectrofotometricamente, indica a habilidade do antioxidante em sequestrar o
radical livre. Os resultados podem ser expressos em porcentagem de sequestro
de radicais /ou por porcentagem de DPPH" remanescente no meio reacional

(HUANG; OU; PRIOR, 2005).
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Figura 10: Reacgdo quimica entre o BHT e o radical DPPH’

No método do ABTS™, o radical monocation, croméforo verde/azul, é
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gerado pela oxidacdo de ABTS [2,2’-azino-bis(3-etil-benzolina-6-sulfonado)] com

persulfato de potassio. A adicdo do antioxidante ao radical cation pré-formado o

reduz novamente a ABTS, promovendo a supressao da cor da solugao (Figura

11). O grau deste descoramento € usado para avaliar a atividade oxidante RE, et

al.,(1999), de compostos de natureza hidrofilica e lipofilica (KUSKOSKI et al.,

2005).
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Figura11: Estabilizagdo do radical ABTS™ por um antioxidante e sua formagéo pelo

persulfato de potassio.

Dentre os ensaios que utilizam lipidios como substrato destacam-se o

método da co-oxidacdo do B-caroteno/acido linoléico e do tiocianato férrico. O
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sistema da co-oxidagao B-caroteno/acido linoléico para determinacao da atividade
antioxidante de extratos de alimentos foi primeiramente empregado por MARCO
(1968) e modificado por (HAMMERSCHMIDT E PRATT, 1978). Neste método, os
produtos da degradacdao do acido linoléico pela oxidagao, devido a diferentes
indutores (luz, oxigénio, calor), sdo medidos indiretamente pela taxa de destruicao
oxidativa do [(-caroteno (Figura 12) (ANTOLOVICH et al.,, 2002; DUARTE-

ALMEIDA et al., 2006).

Figura 12: Descoloragéo do 3-caroteno induzida pelos produtos da degradagéo oxidativa
do acido linoléico.

O método tiocianato férrico é utilizado para medir a quantidade de perdéxido
gerado durante a oxidagcdo de uma solugdo de acido linoléico incubada sob
aquecimento (50°C). Os perdxidos formados reagem com Fe?* dando origem ao
Fe®" que complexa com ions tiocianato (SCN-), tornando a solugdo avermelhada.
A intensidade da cor vermelha €& monitorada em espectrofotbmetro no

comprimento de onda de 500 nm (LIU e YAO, 2007).
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Considerando a possibilidade de muitas plantas — in natura, processadas
ou seus residuos agroindustriais — serem fontes de antioxidantes, e os efeitos
nocivos dos antioxidantes sintéticos, evidencia-se a importancia de averiguar o
potencial antioxidante de residuos agroindustriais, material fartamente produzido
durante o processamento de vegetais. Desta forma, justifica-se o propdsito de
quantificar a agao antioxidante de residuo agroindustrial de goiaba (sementes),
em ensaios que utilizam lipidios como substrato e que determinam a habilidade
de sequestrar radicais livres, com vistas a emprega-lo com inibidor da oxidagao

lipidica em alimentos em alimentos.
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4. OBJETIVOS




58

41. GERAL

Averiguar o potencial antioxidante de extratos obtidos a partir de residuo de

goiaba (semente) proveniente de uma industria de polpas congeladas de frutas.

4.2. ESPECIFICOS

Quantificar o teor de polifendis extraidos do residuo agroindustrial (semente) de

goiaba.

Avaliar a capacidade antioxidante de extratos de residuo de goiaba por diferentes

métodos.
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5. RESULTADOS



5.1. ARTIGO 1: ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DE EXTRATOS DE RESIDUO

AGROINDUSTRIAL DE GOIABA EM SISTEMA MODELO.
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Resumo

No processamento da goiaba para obtencdo de doce, suco, entre outros, ha a
formacdo de uma elevada quantidade de residuo, representado principalmente pelas
sementes. Considerando que este material apresenta em sua composi¢cdo compostos
bioativos, objetivou-se neste trabalho avaliar o teor de fendlicos totais e o potencial
antioxidante de extratos de residuo da goiaba (semente) proveniente de uma industria de
polpas de frutas congeladas. Extratos hidroacetonico, hidrometandlico, hidroetandlico e
aquoso, obtidos por extracdo sequencial, foram utilizados para a quantificacdo de
fendlicos totais e para a determinacdo da atividade antioxidante em sistema da co-
oxidacado B-caroteno/acido linoléico e da inibicdo da peroxidagdo do acido linoléico -
método tiocianato férrico. Os extratos hidroacetdnico e hidrometandlico exibiram os
maiores teores de fendlicos totais (5.317,27 e 2.176,46ug mL", respectivamente),
enquanto que o hidroetandlico e o aquoso os mais baixos teores destes constituintes,
sendo, portanto, excluidos da avaliagdo do potencial antioxidante. Em sistema da co-
oxidacado [-caroteno/acido linoléico, o extrato hidroacetbnico exibiu o mais elevado
percentual de inibicdo da oxidacao (81,95%), superior a do hidrometandlico (38,92%). Os
extratos hidroaceténico e hidrometandlico, com valores de F1 inferior a 1, foram eficientes
no inicio do processo oxidativo, embora exibam atividade pro-oxidante na etapa de
propagagcao da cadeia oxidativa. O extrato hidroaceténico associado ao BHT em
quantidades inferiores a 40mg/L exibiu atividade antioxidante estatisticamente
semelhante a do BHT na concentragdo de 100mg/L. Nas concentragdes de 140 e 240
mg/L, a agao do extrato hidroacetonico (74,32% e 80,13%) sobre a peroxidagao do acido
linoléico foi superior a do extrato hidrometandlico (50,50% e 73,70%). Em meio lipidico, o
extrato hidroacetdnico do residuo agroindustrial de goiaba exibiram acg&o antioxidante
relevante. Este extrato associado ao BHT demonstrou ser eficiente em bloquear o inicio
da reagao de oxidagao. Desta forma, o residuo agroindustrial de goiaba surge como uma

interessante fonte alternativa de antioxidante natural.

Palavras-chave: Residuo agroindustrial; compostos fendlicos, atividade antioxidante em

meio lipidico.
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INTRODUGAO

A goiabeira, Psidium guajava L, originaria da América Tropical produz fruto
de importancia para as regides subtropicais e tropicais, ndo s6 devido ao seu
valor nutritivo, mas também pela excelente aceitacdo para o consumo in natura e
grande aplicagao industrial (GONGATTI NETTO et al.,1996). A goiaba, além de
possuir quantidade regular de acidos, agucares e pectinas, apresenta em sua
constituicdo taninos, flavondides, oleos essenciais, alcodis sesquiterpendides e
acidos triterpendides (IHA et al.,, 2008). Muitos destes compostos exibem
propriedade antioxidante que atuam minimizando os danos oxidativos causados
ao organismo pelas espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, prevenindo
doencas crbnicas degenerativas ndo transmissiveis, como cancer, aterosclerose,
entre outras (JACOB; BURRI, 1996).

Dentre as frutas tropicais brasileiras, a goiaba ocupa lugar de destaque,
levando o Brasil a ser considerado um dos maiores produtores mundiais da fruta.
Segundo IBGE (2009), a produgéo brasileira de goiaba nos ultimos anos tem sido
relativamente estavel, variando de 281.102 toneladas em 2001 para 316.301 em
2007. A maior parte desta produgcao é destinada a industria para a produgao de
doce, suco, geléia, polpa congelada, entre outros. No processo de beneficiamento
de frutos ha o descarte das sementes que junto com parte da fracdo da pele e da
polpa, ndo separada no processo fisico de despolpamento, compdem o residuo
que usualmente é descartado pela agroindustria. No caso da goiaba destinada a
produgdo de sucos e doces, aproximadamente, 30% do peso do fruto é residuo,
constituido, principalmente, por sementes (SILVA, 1999). Desta forma,
considerando que as cascas e as sementes de certos frutos exibem atividade

antioxidante mais elevada do que a polpa (GUO et al., 2003; SOONG; BARLOW,
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2004; AJILA et al., 2007b), este residuo pode, ainda, conter significante
quantidade de compostos bioativos, conferindo a este material um potencial
antioxidante.

Merece destaque o grande interesse por antioxidantes naturais tendo em
vista os efeitos deletérios sobre a saude exercidos pelos antioxidantes sintéticos,
aditivos utilizados pela industria de alimentos para inibir a oxidacdo lipidica
(NAKATANI, 1997). Neste sentido, pesquisas estdo voltadas para a busca de
compostos naturais que apresentem esta propriedade funcional, com vistas a
substituir ou reduzir o uso dos antioxidantes sintéticos. Nesta perspectiva, o
residuo da agroindustria vem sendo utilizado para a extragdo de compostos
antioxidantes, como relatado por Moure et al. (2001). Em estudos mais recentes
foi detectada relevante acédo antioxidante em residuos da vinicultura (LAFKA et
al.,2007); em residuo de carambola (SHUI; LEONG, 2006); em casca de manga
(AJILA et al., 2007a); em residuo de acerola, maracuja e abacaxi (OLIVEIRA et
al., 2009); em residuo agroindustrial de acerola (CAETANO et al.,2009), entre
outros.

Assim, frente a elevada proporgdo de residuos agroindustriais e da
presenga de fitoquimicos bioativos neste material, este estudo objetivou investigar
a capacidade antioxidante do residuo agroindustrial de goiaba com vistas a

utilizacdo de seu potencial como aditivo alimentar.
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Material e Métodos

Material

Residuo agroindustrial de goiaba (sementes) foi cedido, no més
Setembro/2008, por uma industria produtora de polpa de frutas congelada
(FRUTOTAL), localizada na cidade do Recife-PE. Este material, coletado
diretamente da linha de producdo, foi imediatamente transportado para o
Laboratério de Analises Fisico-quimicas de Alimentos, do Departamento de
Ciéncias Domésticas da UFRPE para serem submetidos a secagem, a 40°C, em
estufa com circulagcdo de ar, até atingir umidade igual ou inferior a 10%. Em
seqguida, os residuos desidratados foram triturados, em multiprocessador (Tecnal),
passados em tamis de 80 mesh para obtengcdo de um pd uniforme que foi
acondicionado em sacos de polietileno, e mantido sob congelamento (-18°C)

durante o desenvolvimento dos experimentos.

Métodos

Obtencao dos extratos

Os extratos hidroacetdnico, hidrometandlico, hidroetandlico e aquoso foram
obtidos de uma mesma amostra por processo de extracdo sequencial. O residuo
desidratado (170g) foi mantido, por 20 minutos, sob agitagdo permanente, em
acetona a 80% (700mL), em temperatura ambiente (25°C + 2°C), e em seguida,

filtrado. O residuo desta filtracdo foi submetido ao mesmo processo de extragao
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por mais dois periodos de 20 minutos, totalizando 60 minutos de extragdo. Os
filtrados resultantes foram combinados, concentrados sob pressao reduzida a 40°
C, e o volume ajustado para 50 mL. O residuo foi reutilizado para a extragdo com
metanol a 80% e, subsequentemente, com etanol a 80% e agua nas condigbes
acima descritas. Os extratos obtidos foram acondicionados em recipientes
tampados, de cor ambar, e mantidos sob congelamento (-18°C) até o momento

das analises. O processo de extracao foi efetuado em ftriplicata.

Fendlicos Totais

A concentragdo dos compostos fendlicos totais foi determinada por
espectrofotometria, utilizando reagente Folin-Ciocalteau (Merck), segundo a
metodologia descrita por Wettasinghe e Shahidi (1999) e curva padrdao de
catequina. Os resultados foram expressos em mg de fendlicos totais em
equivalente de catequina por 100g do residuo e em pg de fendlicos totais em

equivalente de catequina por mL do extrato.

Ensaios da Atividade Antioxidante em emulsao do acido linoléico

1- Co-oxidagao do B-caroteno e acido linoléico

A atividade antioxidante dos extratos foi determinada utilizando método
descrito por Marco (1968), modificada por Hammerschmidt e Pratt (1978), como
segue: A solugao de B-caroteno (1 mL), preparada pela dissolugdo de 1 mg de B-

caroteno em 10 mL de cloroférmio, foi colocada em um baldo de fundo redondo,
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contendo 20 mg de acido linoléico e 200 mg do emulsificante Tween 20. Apds a
remogao do cloroférmio, em evaporador rotatério a 50°C, 50 mL de agua destilada
foram adicionados sob agitacédo vigorosa. Aliquotas (5 mL) desta emulsdo foram
transferidas para uma série de tubos de ensaios contendo 0,2 mL dos extratos,
atingindo concentragao final de 100mg/L de fendlicos totais. Em seguida, os tubos
foram colocados em banho-maria a 50°C, durante 105 min, e a absorbancia
mensurada a 470 nm, nos intervalos de tempo de 0, 5, 15, 30, 45, 60, 75, 90 e
105. A atividade antioxidante foi expressa como percentual de inibicdo da
oxidagdo, calculada em relagcdo a 100% da oxidagdo do controle (sem

antioxidante), conforme expressao abaixo:

% de inibicdo= Taxa de degradacao do controle — taxa de degradacao da amostra X 100

Taxa de degradacgao do controle

1.1- Estudo cinético da atividade antioxidante no sistema da co-oxidagao do

B-caroteno /acido linoléico

A eficiéncia da atividade antioxidante dos extratos foi estimada a partir da
relacdo entre a tangente das curvas cinéticas do extrato e do controle (sem
adicdo de antioxidante), em duas partes da curva, entre 15 e 45 minutos e entre
75 e 105 minutos, segundo metodologia descrita por Silva, Nascimento e Moreira
(2007). Na primeira parte da curva, o valor obtido (F1) indica a eficiéncia do
antioxidante de bloquear a reagdo em cadeia através da interacdo com os radicais

peréxidos, enquanto que na segunda parte da curva o valor obtido (F2) indica a
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eficiéncia do antioxidante em participar de outras reagdes durante o processo
oxidativo, como por exemplo, a decomposi¢cdo dos hidroperéxidos, produzindo

espécies radicalares que aceleram a oxidagao no sistema.

1.2- Atividade antioxidante do extrato do residuo agroindustrial de goiaba

associado ao BHT.

Diferentes concentragdes do extrato do residuo agroindustrial de goiaba,
associadas a diferentes concentragbes BHT (Tabela 1), de modo que a
concentragdo final atingisse a 100mg/L, foram submetidas aos ensaios da

atividade antioxidante em sistema da co-oxidacado do 3-caroteno /acido linoléico.

Tabela 1: Concentragdo do extrato do residuo agroindustrial de goiaba (em fendlicos
totais) e do BHT submetidos aos ensaios da atividade antioxidante em sistema da co-
oxidagao do B-caroteno /acido linoléico

Tratamentos Extrato (mg/L) BHT (mg/L)
1 100 0
2 80 20
3 60 40
4 40 60
5 20 80

6 0 100
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2- Inibicao da peroxidacao do acido linoléico - Método Tiocianato Férrico

A atividade antioxidante dos extratos foi determinada utilizando o método
tiocianato férrico descrito por Jayaprakasha, Shigh e Sakariah (2001). A emulsao
do &acido linoléico foi preparada homogeneizando 0,28g de acido linoléico, 0,28g
de Tween 20, como emulsificante, e 50mL de tampao fosfato 0,2 M (pH 7,0).
Aliquotas dos extratos, com concentracao final de fendlicos totais de 140ppm e de
240ppm, foram individualmente misturadas com 2,5mL da emulsdo do &cido
linoléico e 2,5mL tampéo fosfato 0,2 M (pH 7,0), acondicionadas em frasco de
vidro ambar, com tampa rosqueavel, e encubada em estufa com circulagcao de ar
a 50°C £ 1. Em periodo regular de tempo (a cada 48h), 0,1 mL desta solugao foi
retirado e adicionado a 5 mL de etanol 75% (v/v), 0,1 mL de tiocianato de amdnio
30% (p/v) e 0,1 mL de cloreto ferroso 0,02M em HCI 3,5%. Apods, exatamente 3
minutos a temperatura ambiente (25 + 2°C) foi medida a absorbancia a 500nm,
em espectrofotometro Shimadzu UV-1650PC. O experimento foi encerrado no
momento em que o controle (amostra sem adigdo de antioxidante) atingiu um
valor maximo de absorbancia. O grau da inibicdo da peroxidacdo do acido

linoléico foi calculado usando expressao algébrica:

% inibicdo = [absorbancia média final do controle - absorbancia média final da amostra] x100

absorbancia média final do controle

Como termo de comparacéo foi utilizado a atividade antioxidante do antioxidante
sintético BHT (butil-hidroxitolueno) e do &acido ascorbico, determinada nas

mesmas condi¢cdes dos dois ensaios acima descritos.
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Analise estatistica
Todas as determinacdes foram efetuadas em ftriplicata e os resultados
submetidos a anadlise de variancia e teste de Ducan ao nivel de 5% de

probabilidade, utilizando o programa estatistico “Statistic - for Windows”.

Resultados e Discussao

Fendlicos Totais

O processo de extragcao sequencial utilizando solventes de diferentes
polaridades e trés ciclos de extragcao para cada solvente possibilitou a extracdo de
compostos fendlicos em quantidade variada (Tabela 2). O extrato hidroaceténico
exibiu o maior teor de fendlicos totais, diferindo estatistica dos demais extratos. O
extrato aquoso e o hidroetandlico apresentaram significativamente os mais baixos
teores destes constituintes, sendo, portanto excluidos dos experimentos.
Evidencia-se, portanto, que a solubilidade dos compostos fendlicos em um
determinado solvente é uma caracteristica peculiar do fitoquimico relacionada a
polaridade dos polifendis presentes na amostra, bem como ao grau de
polimerizagao e da interagdo com outros constituintes (NACZK e SHAHIDI, 2004).
Sendo assim, a combinagdo de pelo menos dois ciclos de extragdo utilizando-se
solventes organicos aquosos, com diferentes polaridades, de modo a extrair
compostos com diferentes estruturas quimicas € importante para se atingir a

eficiéncia do processo de extracdo (PEREZ-JIMENEZ et al.,2008)
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Outros materiais tém exibido quantidades significantes de compostos
fendlicos. Em uma variedade de goiaba sem semente, produzida na Tailandia, a
quantidade de fendlicos totais extraida com concentrag¢des diferentes de metanol,
etanol, acetona e agua foi de 109 a 155; 123 a 185; 166 a 191 e 153mg
GAE/100g de peso fresco, respectivamente (ALOTHMAN et al., 2009). Soares et
al. (2008b) relatam teor de 219,56 a 1.242,78 mg GAE 100g" em extrato
hidroacetbnico de cascas de wuvas das cultivares Isabel e Niagara,
respectivamente. A partir do bagag¢o de maca cv. Gala, utilizando acetona nas
concentragdes de 75% e 100% (v/v), Soares et al. (2008a) extrairam teor de
fendlicos totais de 467,24 + 7,20mg GAE 100g™~" e de 522,74 + 4,02 mg GAE 100
g~ de peso seco do residuo, respectivamente. Oliveira et al. (2009) relataram que
o extrato metandlico obtido a partir de residuos de acerola, maracuja e abacaxi
apresentou teor de fendlicos totais de 681; 275 e 103mg GAE 100g”,

respectivamente.

Tabela 2: Teor de fendlicos totais em residuo agroindustrial de goiaba (semente)
utilizando processo de extracdo sequencial.

Teor de fendlicos totais

EXTRATOS mg em equivalente de pg em equivalente de
catequina. 100g™ catequina. mL"
Hidroacetonico (80%) 156,40° 5.317,272
Hidrometandlico (80%) 64,00° 2.176,46°
Hidroetanolico (80%) 15,13° 514,23°
Aquoso (100%) 15,00° 498,80°
Total 250,53 8.506,76

Os valores referem-se a média de trés determinagbes. Médias seguidas por letras iguais, na
coluna, nao diferem estatisticamente entre si pelo teste de Ducan p>0,05).
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Estudos tém revelado que as cascas e as sementes de certos frutos
exibem quantidade de compostos bioativos mais elevada do que a polpa, e que o
perfil dos fitoquimicos antioxidantes é diferenciado nestas partes do vegetal (GUO
et al.,, 2003; SOONG; BARLOW, 2004; AJILA et al, 2007). Este fato foi
constatado em goiaba vermelha cuja quantidade de fendlicos totais da polpa
(124,0 mg 1007'g) foi inferior a encontrada em pele desta fruta (420mg 1007'g)
(HASSIMOTTO; GENOVESE; LAJOLO, 2005). O teor de fendlicos presentes em
sementes de goiaba deste estudo (250,53mg 1009'1) foi superior ao encontrado
em polpa, porém inferior ao detectado em pele de goiaba vermelha relatado por
esses autores.

Os extratos hidroetandlico e aquoso por terem exibido os menores teores
de fendlicos totais foram excluidos dos experimentos. Assim, 0s ensaios da acao
antioxidante foram desenvolvidos com o0s extratos hidroaceténico e

hidrometandlico.

Determinagao da Capacidade Antioxidante

Em vegetais, em especial em frutas, uma grande variedade de compostos
antioxidantes fazem parte de sua composicdo. A mensuragcdo da capacidade
antioxidante de cada composto isoladamente torna-se muito dificil. Neste sentido,
varios meétodos tém sido desenvolvidos para determinar a capacidade
antioxidante de diferentes amostras (GUO et al., 2003). Alguns deles determinam
a habilidade dos antioxidantes para sequestrar radicais livres gerados no meio da
reacdo, outros avaliam a eficiéncia dos antioxidantes em inibir a peroxidacao

lipidica através da quantificacdo dos produtos da reagdo, como dienos
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conjugados e hidroperéxidos, bem como dos produtos de decomposi¢do da
peroxidagao lipidica ou medindo a inibigcdo da oxidagao do lipidio do sistema pelo
antioxidante a ser testado (SILVA; BORGES; FERREIRA, 1999; FRANKEL;
MEYER, 2000; ALOTHMAN et al., 2009). Nao obstante a diversidade de métodos
para avaliar a atividade antioxidante, ndo existe um procedimento metodolégico
universal (FRANKEL; MEYER, 2000). Este fato impde a necessidade de avaliar a
capacidade antioxidante por diferentes ensaios. Assim, para investigar a
capacidade antioxidante do residuo agroindustrial de goiaba foram utilizados dois

ensaios empregando acido linoléico como substrato.

e Sistema da co-oxidagao do B-caroteno/acido linoléico

A atividade antioxidante dos extratos mensurada em sistema da co-oxidacao
B-caroteno/acido linoléico encontra-se apresentada na Figura 1. O extrato
hidroaceténico exibiu uma forte agcao antioxidante, porém estatisticamente inferior
a do antioxidante sintético BHT e superior a do acido ascoérbico. O extrato
hidrometandlico exibiu fraca capacidade antioxidante, no entanto foi
estatisticamente superior a do acido ascérbico.

A propriedade antioxidante dos fendlicos tem mostrado ser dependente da
solubilidade do composto (FRANKEL et al., 1994). Segundo Porter et al. (1997),
em emulsdo de dleo, os antioxidantes hidrofilicos sdo mais efetivos do que os
hidrofébicos uma vez que atuam na interface o6leo-agua. Por sua vez, os
antioxidantes hidrofdbicos inibem a oxidacdo na fase lipidica das emulsdes. Em
emulsdes lipidicas, os fendlicos geralmente encontram-se equilibrados em agua,
emulsificante (Tween 20), micelas e fase lipidica, aumentando sua propriedade

hidrofilica, com consequente aumento da inibicdo da oxidacéo lipidica (SAIJA, et
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al., 1995). E possivel que os compostos fendlicos do extrato hidroacetdnico
tenham atingido este equilibrio, enquanto que os do extrato hidrometandlico
tenham permanecido prioritariamente na fase lipidica do sistema, justificando,

assim, a acao antioxidante exibida por estes extratos.
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Figura 1: Atividade antioxidante de extratos de residuo agroindustrial de goiaba em
sistema B-caroteno/ acido linoléico contendo 100mg/L de fendlicos totais. (Os valores
referem-se a média de trés determinacdes. Médias seguidas por letras iguais, nao
diferem estatisticamente entre si pelo teste de Ducan p>0,05).

Outros residuos agroindustriais também tém mostrado agao antioxidante em
sistema modelo da co-oxidagdo do [(-caroteno/acido linoléico, a exemplo dos
extratos etandlicos acidificados obtido a partir do bagago, semente e pele de uva
roxa. Estes extratos, em diferentes concentragdes, exibiram agdo antioxidante
que variou de 20 a 89%; 25 a 89% e de 11 a 86%, respectivamente (NEGRO;
TOMMASI; MICELI, 2003). Broinizi et al. (2007) relatam que os extratos aquoso e
alcodlico do bagago de caju, em diferentes concentragdes, apresentaram

percentual de inibicdo da oxidagao entre 17 a 33% e 32 a 50% respectivamente,
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evidenciando ser a acao antioxidante dependente da concentragdo usada no
ensaio. No caso deste estudo, estabeleceu-se a concentragdo de 100mg/L de
modo a viabilizar a comparagao da agado antioxidante dos extratos com o BHT,
uma vez que a legislagao brasileira estabelece como limite de adicdo do

antioxidante sintético em alimentos a concentragdo de 200mg/L (BRASIL, 2009).

O extrato hidroacetdnico e o hidrometandlico do residuo agroindustrial de
goiaba exibiram acao antioxidante superior a dos extratos acetdnicos do bagaco
de uva das variedades Tannat e Ancelota, cuja inibicdo da oxidagao foi de 13 a 24
e de 6 a 29%, respectivamente (ROCKENBACH et al., 2008). A agéo antioxidante
do residuo agroindustrial determinada neste estudo também foi superior a dos
extratos metandlicos de morango, amora e agai, 0s quais exibiram agéao
antioxidante entre 30 a 70% (DUARTE-ALMEIDA et al., 2006).

Para melhor entender o mecanismo de acdo dos compostos fendlicos
presentes nos extratos do residuo agroindustrial de goiaba, foram construidas
curvas cinéticas da inibicdo da oxidagao no sistema modelo da co-oxidagao do -
caroteno/acido linoléico (Figura 2). Evidencia-se que o extrato hidroaceténico, ao
longo do tempo de reagdo (105 minutos), apresentou comportamento cinético
semelhante ao do BHT, havendo um leve decaimento da agado apds 40 minutos
da reacdo. No entanto, o extrato hidrometandlico nos minutos iniciais da reacao
exibiu um decaimento da a¢do que ao longo do tempo de reag&o tornou-se
significativo quando comparado com o BHT. A agdo antioxidante do &acido
ascorbico diminuiu progressivamente durante a reagdo, atingindo valores

proximos aos do controle (sem antioxidante).
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Figura 2: Cinética da agéo antioxidante de extratos de residuo agroindustrial de goiaba e
do acido ascérbico e BHT (concentragdo final de 100mg/L) em sistema da cooxidagdo do
B-caroteno/ acido linoléico.

A partir das tangentes das curvas cinéticas foi calculado o Fator 1 (F1) e o
Fator 2 (F2) (Tabela 3). Segundo Yanishilieva e Marinova (1995), o F1 representa
a efetividade do antioxidante em bloquear as reagbes em cadeia, ocasionadas
pelos radicais livres, na etapa de iniciagdo da oxidagdo; enquanto que o F2
representa a possibilidade do antioxidante de participar de reagées em uma etapa
mais adiantada do processo da reagao de oxidacdo, como a decomposi¢cao de
hidroperoxidos e estabilizagdo de compostos formados ao longo do processo de
oxidagdo. Quanto menor o valor de F1, mais eficientes sdo os compostos da
amostra em retardar ou inibir o processo oxidativo. O valor de F2 tende a ser
maior que o do F1, porém para o desempenho do antioxidante ser satisfatério
este valor ndo deve ser superior a 1.

Analisando os dados da Tabela 3 evidencia-se que dentre os extratos, o
hidroacetbnico apresentou o mais baixo valor de F1, seguido do extrato
hidrometandlico, demonstrando ser eficiente no inicio do processo oxidativo. No

entanto, a eficiéncia deste extrato foi inferior a do BHT que apresentou o valor
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mais baixo de F1. O valor de F2 dos dois extratos foi superior a 1, revelando que
os compostos antioxidantes presente participam de outras reagdes, formando
espécies radicalares que aceleram o processo oxidativo do sistema, exibindo,
portanto, uma atividade pro-oxidante na etapa de propagacao da cadeia oxidativa.
O acido ascorbico, embora tenha exibido acdo antioxidante muito baixa, na
concentracao utilizada no experimento, ndo atuou como pré-oxidante na fase de

propagacao.

Tabela 3: Parametros cinéticos dos extratos hidroacetonico e hidrometandlico de residuo
agroindustrial de goiaba, na concentragdo final de 100mg/L, determinados em sistema da
co-oxidacao do B-caroteno/acido linoléico.

Fatores
Extratos F1 F2
Hidroaceténico 0,17° 1,9°
Hidrometandlico 0,54° 4,39°
Acido Ascérbico 0,772 0,11¢
BHT 0,044 0,75°

F1 - relacao entre as tangentes das curvas cinéticas da solugao-padrao ou teste e o controle entre
15 e 45 min; F2 — relagao entre as tangentes das curvas cinéticas da solugao-padrao ou teste e o
controle entre 75 e 105 min. Os valores referem-se a média de trés determinagdes. Médias
seguidas por letras iguais na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Ducan
p>0,05.

A eficiéncia do extrato hidroaceténico do residuo agroindustrial de goiaba,
relativa a fase inicial do processo oxidativo, foi superior a dos extratos de semente
de linhaga. Segundo estudo desenvolvido por Galvao et al. (2008), o fator cinético
(F1) calculado, utilizando 100uL e 200uL do extrato aquoso, etéreo e alcodlico de
linhaga foi de 0,45 e 0,35; 0,99 e 0,95; 1,01 e 0,89 respectivamente. O extrato

aquoso e alcodlico do bagago de caju, em trés concentracdes diferentes, na etapa
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inicial do processo oxidativo também se mostrou eficiente em bloquear a
formacgao inicial de radicais livres in vitro (F1= 0,4; 0,6; 0,5 e 0,4; 0,4; 0,3,
respectivamente). Enquanto que para a fase de propagacéao, verificada pelos
valores de F2, os extratos ndao demonstraram eficiéncia antioxidante, pois
atingiram valores superiores a 1 (BROINIZ| et al., (2007).

O extrato hidroaceténico foi associado ao BHT com vistas a averiguar a
possibilidade de reduzir a quantidade do antioxidante sintético, e o percentual de
inibicdo da oxidagao encontra-se expresso na Figura 3. Observa-se que utilizando
20 ou 40mg/L do extrato (concentragao relacionada ao teor de fendlicos totais)
associado a 80 ou 60mg/L de BHT, o percentual de inibicdo da oxidagao foi
estatisticamente semelhante ao do BHT na concentracdo de 100mg/L. Assim,
evidencia-se efeito sinérgico do extrato hidroaceténico associado ao BHT em
quantidades inferiores a 40mg/L. Rockenbach et al., (2008), também,
evidenciaram efeito sinérgico ao associar o BHT com extratos etandlico e
acetdnico de uvas das variedades Tannat e Ancelota, cuja agao antioxidante foi
semelhante a do antioxidante sintético isolado e superior a obtida pelos extratos.
No entanto, a associacdo que utilizou maior teor do extrato e menor quantidade
de BHT exibiu agao antioxidante inferior a do extrato e do BHT isolado. Evidencia-
se, portanto, que concentragdo do extrato maior que 60mg/L ndo apresenta

eficacia em sistema da co-oxidagao do B-caroteno/acido linoléico.
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Figura 3: Atividade antioxidante em sistema da co-oxidagao do B-caroteno/acido linoléico
do extrato hidroacetdnico de residuo agroindustrial de goiaba associado ao BHT -
concentragdo final: 100mg/L de fendlicos (80/20= 80mg/L de BHT/20mg/L fendlicos
extrato; 60/40= 60mg/L de BHT/40mg/L fendlicos extrato; 40/60= 40mg/L de
BHT/60mg/L fendlicos extrato; 20/80= 20mg/L de BHT/80mg/L fendlicos extrato; 100/0=
100mg/L de BHT/Omg/L fendlicos extrato; 0/100= Omg/L de BHT/100mg/L fendlicos
extrato). (Os valores referem-se a média de trés determinacbes. Médias seguidas por
letras iguais, nao diferem estatisticamente entre si pelo teste de Ducan p>0,05).

A Figura 4 demonstra o comportamento cinético da associacao do extrato
hidroaceténico com o BHT. Evidencia-se que a partir dos 15 minutos da reacao
ocorreu um declinio da agao antioxidante, o qual se torna mais acentuado ao
longo do tempo de reagdo nas associagdes em que o extrato encontra-se em
maior concentracao.

Na Tabela 4, observa-se que o extrato hidroaceténico associado ao BHT foi
eficiente em bloquear o inicio da reagdo de oxidagdo, no entanto a maior
eficiéncia é evidenciada com as menores concentragdes do extrato. Para a fase
de propagacédo, verificada pelos valores de F2, todos os ensaios utilizando o
extrato ndo demonstraram eficiéncia antioxidante, pois atingiram valores

superiores a 1.
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Figura 4: Cinética da agao antioxidante do extrato de residuo agroindustrial de goiaba
associado ao BHT (concentracdo final de 100mg/L) em sistema da cooxidagdo do B-
caroteno/ acido linoléico. (* 80mg/L de BHT/20mg/L fendlicos extrato; **60mg/L de
BHT/40mg/L fendlicos extrato; ***40mg/L de BHT/60mg/L fendlicos extrato; ****20mg/L de
BHT/80mg/L fendlicos extrato; *****100mg/L de BHT/Omg/L fendlicos extrato; ******0mg/L
de BHT/100mg/L fendlicos extrato)

Tabela 4: Parametros cinéticos do extrato hidroacetdnico do residuo agroindustrial de
goiaba associado ao BHT determinados em sistema da co-oxidacdo do B-caroteno e
acido linoléico.

BHT Extrato Fatores
(mg/L) (mg/L) F1 F2
100 0 0,04¢ 0,75¢
0 100 0,17¢ 1,9°
80 20 0,17¢ 4,33°
60 40 0,42° 2,59°
40 60 0,642 10,02
20 80 0,807 10,852

F1 - relacdo entre as tangentes das curvas cinéticas da solugao-padrao ou teste e o controle entre
15 e 45 min; F2 — relagéo entre as tangentes das curvas cinéticas da solugao-padrao ou teste e o
controle entre 75 e 105 min. Os valores referem-se a média de trés determinagbes. Médias
seguidas por letras iguais na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Ducan
p>0,05.
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¢ Inibicao da peroxidagao do acido linoléico - Método Tiocianato Férrico

Neste ensaio, os hidroperdxidos gerados durante a oxidagéo do acido linoléico
reagem com o sulfato ferroso, dando origem ao sulfato férrico e, em seguida, ao
tiocianato  férrico, de cor vermelho sangue, que €& monitorado
espectrofotometricamente.
Nas Figuras 5 e 6, evidencia-se que a absorbéancia do sistema, com e sem
antioxidante, aumentou ao longo do tempo de incubacgdo, tendo o controle
(amostra sem adicdo de antioxidante), atingido as 168h, o mais elevado valor,
seguido de um decréscimo da densidade 6tica, momento em que foi interrompido
0 ensaio. Segundo Hua-Ming, et al., (1996), este decréscimo da densidade ética
revela a interrupcao da oxidacdo em decorréncia da nao disponibilidade do acido
linoléico no meio da reagéo e do surgimento de produtos secundarios oriundos da
degradagao dos hidroperéxidos.

O extrato hidroacetdnico, independente da concentracdo utilizada, exibiu a
maior atividade antioxidante, porém inferior a do BHT. Ao empregar concentragao
mais elevada (240mg/L) os extratos exibiram agdo antioxidante semelhante,

entretanto inferior ao BHT.
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Figura 5: Atividade antioxidante de extrato de residuo agroindustrial de goiaba, BHT e
acido ascorbico (AA) (140mg/L), em emulsdo de acido linoléico (método tiocianato
férrico).
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Figura 6: Atividade antioxidante de extratos de residuo agroindustrial de goiaba, BHT e
acido ascorbico (AA) (240mg/L) em emulsao de acido linoléico (método tiocianato férrico).

Em termos percentuais, a inibicdo da peroxidacdo do acido linoléico pelos
extratos hidroacetbénico e hidrometandlico, nas concentracées de 140 e 240mgl/L,
as 168h do periodo de incubacgao, foi de 74,32% e 80,13%; e de 50,50% e

73,70%, respectivamente (Tabela 5). O aumento do percentual de inibigdo da
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oxidacdo do acido linoléico em fungdo da concentragcdo de fendlicos totais dos
extratos foi estatisticamente significativo, apenas, para extrato hidrometandlico.

A acgao antioxidante dos extratos de residuo agroindustrial de goiaba sobre
a peroxidacdo do acido linoléico foi inferior a de extratos de outros materiais
relatados na literatura. Extratos de cevada obtidos com o emprego de varios
solventes extratores (metanol, etanol e acetona a 70%), apos 9 dias de
incubacéao, exibiram agao antioxidante, entretanto o maior percentual foi atingido
pelo extrato hidroacetdnico, cuja acéo foi semelhante a do BHT (LIU; YAO, 2007).
O percentual de inibicdo da peroxidagao atingido pelo extrato bruto e o dleo
essencial de alfavaca foi de 96,39% e 92,44%, respectivamente (PEREIRA;
MAIA, 2007). Jayaprakasha, Shigh e Sakariah (2001) relatam que extratos de
semente de uva, obtidos com o uso de acetona, metanol e quatro diferentes
concentracbes de acetato de etila apresentacdo acido antioxidante sobre a
peroxidacao do acido linoléico, entretanto o extrato obtido com acetato de etila e
agua (17:3) apresentou as 100h de incubac&o, o mais elevado percentual de

inibicdo (86%).

Tabela 5: Inibigdo da peroxidagao do acido linoléico (%) por agéo de extratos de residuo
agroindustrial de goiaba, BHT e acido ascérbico (método Tiocianato férrico).
Inibicdo da peroxidagéo (%) as 168 horas

Extrato
140mg/L 240mg/L
Hidroaceténico 74,32%" 4 80,13%"%
Hidrometandlico 50,50%° B 73,70% A
Acido ascorbico 55,93%°B 68,06% A
BHT 95,94%3A 95,20%32A

Os valores referem-se a média de trés determinagdes. Médias seguidas por letras minusculas
iguais, na coluna, e letras mailsculas iguais, na linha, ndo diferem estatisticamente entre si pelo
teste de Ducan (p>0,05).
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Conclusao

Os resultados obtidos permitem inferir que em meio lipidico o extrato
hidroacetbénico do residuo agroindustrial de goiaba exibe agdo antioxidante
relevante. Este extrato por agao sinérgica com o BHT demonstrou ser eficiente
em bloquear o inicio da reacdo de oxidagao, entretanto na fase de propagacgéao
nao apresentou a mesma eficiéncia, revelando que os compostos antioxidantes
presentes participam de outras reacdes, acelerando o processo oxidativo. Desta
forma, o residuo agroindustrial de goiaba surge como uma fonte alternativa de

antioxidante natural.
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Resumo

Considerando a elevada produgdo de residuos agroindustriais e sendo este
material fonte de fitoquimicos bioativos, este trabalho objetivou determinar a atividade
anti-radical do residuo de goiaba (semente) proveniente da industria de polpa de fruta
congelada. Extratos hidroacetdnico, hidrometandlico, hidroetandlico e aquoso, obtidos por
extragdo sequencial, foram avaliados quanto o teor de compostos fendlicos totais e
capacidade em sequestrar radicais livres por meio do DPPH * (1,1-difenil-2-picrilhidrazil) e
ABTS" (2,2'-azino-bis-(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico). Os extratos aquoso e
hidroetandlico por apresentarem os mais baixos teores de polifendis (498,80 e 514,23 ug
em equivalente de catequina mL™, respectivamente), foram excluidos da avaliacdo da
atividade antioxidante. Os extratos hidroacetonico e hidrometandlico exibiram capacidade
de sequestrar o radical DPPH acima de 60 e abaixo de 30%, baixo e alto valor de ECs; €
de Tecso, € média e baixa eficiéncia anti-radical (EA), respectivamente. Ao combinar o
extrato hidroacetdnico e o BHT, em diferentes concentragbes, o percentual de sequestro
do DPPH foi superior ao do BHT isolado, demonstrando haver sinergismo entre eles. A
acdo antioxidante do extrato hidroacetonico frente ao radical ABTS™ (875,79 mM
TEAC.g™") foi superior a do extrato hidrometandlico (57,16 mM TEAC.g") e a do BHT
(188,24 mM TEAC.g"). O extrato hidroaceténico do residuo agroindustrial de goiaba
apresenta um expressivo potencial anti-radical, uma vez que demonstrou eficiéncia na
captura dos radicais DPPH® e ABTS", além de sinergismo com o BHT. Desta forma,

pode ser considerado como uma alternativa para obtencéo de antioxidante natural.

Palavras-chave: Residuo agroindustrial; Semente de goiaba; Fendlicos totais, Atividade
anti-radical; DPPH; ABTS.
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INTRODUGAO

Os vegetais, em especial as frutas e seus produtos, sdo ricos em
substancias antioxidantes, dentre as quais se destacam os compostos fendlicos.
Estes compostos, amplamente distribuidos no reino vegetal, apresentam em sua
estrutura um anel aromatico com uma ou mais hidroxila, que lhes confere
propriedade antioxidante (HERNANDEZ; PRIETO; GONZALES,1999). Este grupo
de compostos que engloba moléculas simples e com alto grau de polimerizagéo
se encontram tanto na forma livre como também ligados a agucares e proteinas
(CROFT, 1998; BRAVO, 1998).

Merece destaque a evidéncia de que as cascas e as sementes de certos
frutos exibem elevado teor de fitoquimicos que lhes conferem atividade
antioxidante, muitas vezes, mais elevada do que a da parte comestivel (GUO et
al., 2003; SOONG; BARLOW, 2004; AJILA et al.,, 2007). Neste contexto, os
residuos resultantes do processo de beneficiamento de frutos constituem uma rica
fonte de fitoquimicos bioativos, tornando-se relevante avaliar o potencial
antioxidante deste material, especialmente em decorréncia do volume de residuos
produzidos pela agroindustria. No caso da goiaba, para a produgao de sucos e
doces, aproximadamente, 30% do peso do fruto corresponde aos residuos
gerados no processo (SILVA, 1999).

Diversas técnicas tém sido utilizadas para determinar a atividade
antioxidante in vitro de extratos de vegetais, dentre as quais se destacam os
métodos baseados na varredura de radicais livres. Os ensaios utilizando radicais
1,1-difenil-2-picril-hidrazil (DPPH) e 2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-acido
sulfénico) (ABTS) estdo entre os mais utilizados na avaliagdo da capacidade

antioxidante de varias categorias de amostras e baseiam-se na capacidade do
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radical livre estavel em reagir com substancias doadoras de H (ROGINSKY,
LISSI, 2005; SANCHEZ-MORENO, LARRAURI; SAURA-CALIXTO,1998;
MENSOR et al., 2001; MAIER et al., 2009).

Assim, considerando a elevada produgdo de residuos agroindustriais e
sendo este material fonte de fitoquimicos bioativos, este estudo teve como
objetivo avaliar a atividade antioxidante do extrato de residuo agroindustrial de

goiaba (semente) utilizando métodos baseado na captura de radicais livres.

Material e Métodos

Material

O residuo agroindustrial de goiaba (semente) foi cedido por uma industria
produtora de polpa congelada de frutas (FRUTOTAL), localizada na cidade de
Recife/PE, no més de Setembro de 2008. Este material, coletado diretamente da
linha de producéo, foi imediatamente transportado para o Laboratério de Analises
Fisico-quimicas de Alimentos, do Departamento de Ciéncias Domésticas da
UFRPE, para serem submetidos a secagem, a 40°C, em estufa com circulagao de
ar, até atingir umidade igual ou inferior a 10%. Em seguida, os residuos
desidratados foram triturados, em multiprocessador (Tecnal), passados em tamis

de 80 mesh para obtencédo de um pé uniforme que foi acondicionado em sacos de
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polietileno, e mantido sob congelamento (-18°C) durante o desenvolvimento dos

experimentos.

Métodos

Obtengao dos extratos

Os extratos hidroaceténico, hidrometandlico, hidroetandlico e aquoso foram
obtidos de uma mesma amostra por processo de extracdo sequencial. O residuo
desidratado (170g) foi mantido, por 20 minutos, sob agitagcdo permanente, em
acetona a 80% (700mL), em temperatura ambiente (25°C + 2°C), e em seguida,
filtrado. O residuo desta filtracdo foi submetido ao mesmo processo de extragao
por mais dois periodos de 20 minutos, totalizando 60 minutos de extracdo. O
residuo foi reutilizado para a extragcdo com metanol a 80% e, subsequentemente,
com etanol a 80% e agua nas condigbes acima descritas. Os extratos obtidos
foram acondicionados em recipientes tampados, de vidro cor ambar, e mantidos
sob congelamento (-18°C) até o momento das analises. O processo de extragéo

foi efetuado em triplicata.

Determinacgao de Fendlicos Totais
A determinacdo do teor de fendlicos totais dos extratos foi efetuada, por

método espectrofotométrico, utilizando o reagente Folin-Ciocalteau (Merck),
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segundo metodologia descrita por Wettasinghe e Shahidi (1999) e curva padréo
de catequina. Os resultados foram expressos em ug de fendlicos totais em

equivalente de catequina por mL do extrato.

Determinagao da capacidade antioxidante

Capacidade de sequestrar o radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH-)

A capacidade dos extratos de sequestrar o radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazil
(DPPH?e) foi determinada utilizando o método descrito por Brand-Williams et al.
(1995), modificado por Sanchez-Moreno, Larrauri, Saura-Calixto (1998). Extratos
com diferentes concentragdes de fendlicos totais foram adicionados a solucéo de
DPPH+ em metanol (0,1M), atingindo a concentragao final de fendlicos totais de
20, 40 e 60ppm. A absorbancia a 515 nm foi monitorada, em espectrofotdbmetro
(Shimadzu UV-1650PC) até a reacgédo atingir o platd. A capacidade de sequestrar
o radical DPPHe- foi expressa em percentual, calculada em relagdo ao controle
(sem antioxidante).

A concentracdo do DPPH-. remanescente no meio da reagao foi calculada a
partir da curva padrao do radical DPPHe, e o percentual de DPPH+ remanescente
(DPPHem%) de cada concentragédo do extrato foi calculado utilizando a seguinte

expressao:

% DPPHRrem = DPPH +/ DPPH 10 x 100
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Onde: DPPH  é concentragao do radical DPPH no tempo em que a reagao atingiu

o platd; DPPH -9 € concentragéao inicial do DPPH (tempo 0 da reagao)

Em seguida, a concentragdo do extrato eficiente para diminuir em 50% a
concentragdo inicial do DPPHe< (ECs) foi calculada a partir do grafico da
concentragdo da amostra (g de fendlicos totais da amostra. g DPPH™") versus
DPPHRgrem%, cujo resultado foi expresso em g de fendlicos totais do extrato por g
de DPPHe.. A eficiéncia anti-radical (EA) foi calculada considerando o valor de

ECso e 0 tempo em que foi atingido o ECsp (Tecso), conforme expresséo abaixo:
EA=1 /EC50.TE(;50

O comportamento cinético dos extratos foi classificado em rapido (Tgcso < 5
minutos), intermediario (Tecso = 5 a 30 minutos) ou lento (Tecso > 30 minutos),
segundo o valor de Tgcso, € a eficiéncia anti-radical, em baixa (EA < 1), média (EA
>1 e <5), alta (EA >5 e < 10) ou super alta (EA >10) de acordo com o valor de
EA (SANCHEZ-MORENO, LARRAURI; SAURA-CALIXTO,1998).

Como termo de comparacao foi utilizado a capacidade de sequestro do
radical DPPH do BHT e do acido ascérbico, determinada nas condi¢cbes acima

descritas.

Capacidade de sequestro do radical DPPH- do extrato do residuo (semente)

agroindustrial de goiaba associado ao BHT.

Diferentes concentragbes do extrato do residuo agroindustrial de goiaba,

associadas a diferentes concentragbes BHT (Tabela 1), de modo que a
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concentragdo final atingisse a 100mg/L, foram submetidas aos ensaios da
capacidade de sequestrar o radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH), cujos
resultados foram expressos em percentual, calculado em relagdo ao controle

(sem antioxidante).

Tabela 1: Concentragdo do extrato do residuo agroindustrial de goiaba (em fendlicos
totais) e do BHT submetidos ao ensaio da capacidade de sequestro do radical DPPH".

Tratamentos Extrato (mg/L) BHT (mg/L)
1 100 0
2 80 20
3 60 40
4 40 60
5 20 80
6 0 100

Capacidade de sequestrar o radical ABTS**

A capacidade de sequestrar o radical 2,2’-azino-bis-(3-etilbenzotiazolina-6-
acido sulfénico (ABTS®") foi determinada segundo o método descrito por RE et al.
(1999). O radical ABTS*" foi gerado a partir da reagdo da solugdo aquosa de
ABTS (7 mM) com 2,45 mM de persulfato de potassio. Esta solugao foi mantida
ao abrigo da luz, em temperatura ambiente por 16h. Em seguida, a solugdo do

radical foi diluida em etanol até obter uma medida de absorbancia de 0,7 + 0,05,



98

em comprimento de onda de 734 nm. Os extratos com diferentes concentracdes
de fendlicos totais foram adicionadas a solugdo do ABTS®, atingindo
concentragao final de 5, 10 e 20mg/L, e a absorbancia medida, apés 6 minutos,
em espectrofotdbmetro (Shimadzu UV-1650PC). A capacidade antioxidante da
amostra foi calculada em relagédo a atividade do antioxidante sintético Trolox (6-
hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-acido carboxilico), nas mesmas condigbes, e 0s
resultados foram expressos em atividade antioxidante equivalente ao Trolox

(mMol TEAC.g™" de fendlicos totais do extrato).

Analise estatistica

Todas as determinacdes foram efetuadas em ftriplicata e os resultados
submetidos a analise de varidancia e teste de Ducan ao nivel de 5% de

probabilidade, utilizando o programa estatistico “Statistic - for Windows”.

Resultados e Discussao

O processo de extragcao sequencial utilizando solventes de diferentes
polaridades e trés ciclos de extragcao para cada solvente possibilitou a extracdo de
compostos fendlicos em quantidade variada (Tabela 2). O extrato hidroaceténico
exibiu o maior teor de fendlicos totais, diferindo estatisticamente dos demais
extratos. O extrato aquoso e o hidroetandlico apresentaram significativamente os

mais baixos teores destes constituintes, sendo, portanto excluidos dos
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experimentos. Evidencia-se, portanto, que a solubilidade dos compostos fendlicos
em um determinado solvente € uma caracteristica peculiar do fitoquimico
relacionada a polaridade dos polifendis presentes na amostra, bem como ao grau
de polimerizagdo e da interagdo com outros constituintes (NACZK; SHAHIDI,
2004). Sendo assim, a combinacdao de pelo menos dois ciclos de extragéo
utilizando-se solventes organicos aquosos, com diferentes polaridades, de modo
a extrair compostos com diferentes estruturas quimicas é importante para se

atingir a eficiéncia do processo de extragédo (PEREZ-JIMENEZ et al.,2008)

Tabela 2: Teor de fendlicos totais em extrato de residuo agroindustrial de goiaba
(semente) utilizando processo de extracdo sequencial.

Teor de fendlicos totais

EXTRATOS (mg em equivalente de catequina.
mL™)
Hidroacetonico (80%) 5.317,272
Hidrometandlico (80%) 2.179,46°
Hidroetandlico (80%) 514,23°
Aquoso (100%) 498,80°

Os valores referem-se a média de trés determinagbes. Médias seguidas por letras iguais, nao
diferem estatisticamente entre si pelo teste de Ducan p>0,05).

Capacidade de sequestrar o radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH-)

O método que determina a capacidade de sequestro do radical DPPH- se
baseia na transferéncia de elétrons de um composto antioxidante para o DPPHs-,
convertendo-o a sua forma reduzida. Nesta reacdo, a solucdo metandlica de

DPPH, inicialmente de coloragdo purpura, torna-se descolorida, e o grau desta
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descoloragao indica a habilidade do antioxidante em sequestrar o radical livre.
Desta forma, avalia-se o poder redutor de um antioxidante, ndo sendo possivel
detectar a acéo pro-oxidante de substancias (DUARTE-ALMEIDA et al. 2006).

A capacidade dos extratos de residuo de goiaba de sequestrar o radical
DPPHe, expressa em percentual de sequestro, encontra-se apresentada na
(Figura 1). Evidencia-se que o percentual de sequestro tende a ser dose
dependente, destacando-se o extrato hidroaceténico com percentual de sequestro
mais elevado, cuja agao, nas concentracdes de 40 e 60 mg/L, foi estatisticamente
superior a do extrato hidrometandlico e a do BHT, porém semelhante a do acido
ascorbico. Nascimento (2007) e Alothman et al. (2009) relatam resultados
semelhantes para residuo de goiaba e polpa de goiaba sem semente,
respectivamente. O extrato hidroacetbénico de residuo de goiaba, aos 15 minutos
de reacgdo, exibiu 80% de sequestro do radical DPPH. Extratos de polpa de
goiaba, sem semente, obtidos com diferentes concentra¢cdes de acetona e de
metanol, exibiram, aos 30 minutos de reacdo, percentuais de inibicdo que
variaram de 93 a 94 e de 67 a 68%, respectivamente (ALOTHMAN et al., 2009).

Outros residuos de vegetais tém exibido capacidade de sequestro do
radical DPPH. A atividade antioxidante de extrato metandlico de acerola também
foi dose dependente, atingindo percentual de sequestro do radical DPPH superior
a 80% (OLIVEIRA et al., 2009). Broinizi et al. (2007) constataram que o extrato
etandlico do bagacgo e pedunculo de caju, nas concentragdes de 0,25 mg e 0,5mg,
apos 30 minutos, exibiram capacidade de sequestro do radical DPPH® superior a
60%, enquanto que na concentracao de 0,125 mg esta acao foi de 57% e 36%,

respectivamente.
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Figura 1: Atividade antioxidante (% de sequestro do radical DPPH) de extratos de
residuo agroindustrial de goiaba (semente) comparada a solugdo de BHT e Acido
Ascorbico (AA) aos 5 minutos da reacéo.

O comportamento cinético e o poder anti-radical dos extratos de residuo
agroindustrial de goiaba encontram-se na Tabela 3. Considerando que o valor
ECso € inversamente relacionado a atividade anti-radical, evidencia-se que o
extrato hidroacetonico, com o mais baixo valor de ECsy, exibiu a melhor
capacidade de sequestro do radical DPPH, cuja acdo foi estatisticamente
semelhante ao BHT. Jiménz-Escrig et al. (2001) evidenciaram elevada
capacidade de sequestro em goiaba, com destaque para a fragdo casca por ter
exibido menor valor de ECs (1,92 g de goiaba .g DPPH" ") do que a fragéo polpa
da fruta (3,70 g de goiaba/g DPPH" ). Esta acdo esta correlacionada ao teor de
fendlicos do material empregado no ensaio.

Como base na escala de classificagdo estabelecida por Sanchez-Moreno,
Larrauri e Saura-Calixto (1998), descrita na metodologia deste trabalho,

evidencia-se que o extrato hidroacetdnico, reagiu rapidamente com o radical
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DPPH (Tecso < 5 minutos), comportamento cinético estatisticamente semelhante
ao do BHT e do acido ascorbico, enquanto que o extrato hidrometandlico obteve
valor de Tgcsp muito superior a 30 minutos, permitindo classifica-lo como lento.
Quanto a eficiéncia anti-radical, evidencia-se que o extrato hidroaceténico exibiu
valor de EA estatisticamente semelhante ao do BHT (EA >1 e < 5) e inferior ao do
acido ascorbico, podendo ser classificado como extrato com média eficiéncia anti-
radical. O extrato hidrometandlico exibiu o mais baixo valor de EA, sendo
considerado de baixa eficiéncia anti-radical. Extratos obtidos a partir da casca e
da polpa de goiaba obtiveram valores de Tecso (54,74 e 30,75 minutos) e de EA
(0,007 e 0,009) (JIMENZ-ESCRIG et al., 2001) superiores e inferiores,
respectivamente, aos exibidos pelo extrato hidroacetdbnico do residuo

agroindustrial de goiaba.

Tabela 3: Valores de ECsy, de Tecso € classificagao cinética e anti-radical de extratos de
residuos agroindustrial de goiaba.

ECso

Tecso Classificagao Classificagao
Amostras (g de fendlicos . . EA R
(min) cinética anti-radical
totais. g DPPH+™)
Hidroaceténico  0,43+0,01° 0,71+0,01™ Rapido 3,27°  Média
Hidrometandlico 1,80+0,09° 227,86+2,27° Lento 0,002° Baixa
BHT 0,26+0,02" 2,38+0,03" Rapido 1,62° Média
Acido Ascorbico 0,18+0,02° 0,55+0,01° Rapido 10,10 Super alta

Os valores referem-se a média tdesvio padrao de trés determinagdes. Médias seguidas por letras
iguais, na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Ducan (p>0,05). ECsq =
concentragdo eficiente para diminuir em 50% a concentragéo inicial do DPPH; Tgcso = tempo
necessario para atingir o valor de ECs, ; EA= eficiéncia anti-radical = 1/ ECsq . Tecso

A associagdo do extrato hidroaceténico com o BHT (Figura 2) exibiu

percentual de sequestro do radical DPPHe superior a 70%. A analise estatistica
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dos dados revelou que a acédo antioxidante dos ensaios que continham maior
concentragdo de fendlicos totais do extrato hidroaceténico (60 e 80mg/L) é
semelhante entre si e superior a do BHT. Evidencia-se, portanto, que a
combinacao do extrato ao BHT maximizou a acido antioxidante, demonstrado
haver sinergismo entre eles, permitindo vislumbrar a possibilidade de minimizar a
quantidade do antioxidante sintético em alimentos a niveis inferiores ao

estabelecido pela legislagao brasileira.
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Figura 2: Atividade antioxidante (% de sequestro do radical DPPH) do extrato
hidroaceténico do residuo (semente) agroindustrial de goiaba associado ao BHT -
concentragdo final: 100mg/L de fendlicos (100/0= 100mg/L de BHT/Omg/L fendlicos
extrato; 0/100= Omg/L de BHT/100mg/L fendlicos extrato; 80/20= 80mg/L de
BHT/20mg/L fendlicos extrato; 60/40= 60mg/L de BHT/40mg/L fendlicos extrato; 40/60=
40mg/L de BHT/60mg/L fendlicos extrato; 20/80= 20mg/L de BHT/80mg/L fendlicos
extrato). (Os valores referem-se a média de trés determinacbes. Médias seguidas por
letras iguais, nao diferem estatisticamente entre si pelo teste de Ducan p>0,05).

Capacidade de sequestrar o radical ABTS""
A capacidade de sequestro de radicais livies ABTS"" dos extratos de residuo

agroindustrial de goiaba encontra-se demonstrada na Tabela 4. Evidencia-se que
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esta acdo foi diferenciada entre os extratos, com destaque para o extrato
hidroaceténico que atingiu valor de TEAC superior ao do BHT.

A acdo antioxidante do extrato hidroacetdnico frente ao radical ABTS foi
préxima a do extrato de semente de uva (484,9 a 1048,0 mM TEAC g") e superior
a do bagaco de maga cv. Gala (0,02546 mMol.g™" ) relatada por Maier et al.
(2009) e por Soares et al. (2008a), respectivamente. Soares et al. (2008b)
revelam que extratos hidroacetbnico de cascas de uvas cultivares [sabel e
Niadgara exibiram TEAC de 0,08922 e 0,15731mMol 100g™, enquanto que extratos
acetdnicos (50 e 70%) de bagago de uva da variedade Tannat e Ancelota o valor
de TEAC foi de 0,4664 e 0,4762 mMoI.g‘1 e de 0,4034 e 0,3939 mMoI.g‘1,
respectivamente (ROCKENBACH et al.,2008). Evidencia-se, portanto, que o
potencial antioxidante do extrato hidroacetbénico de residuo (semente) de goiaba é
superior ao da casca de uva. Estes resultados demonstram que o residuo
agroindustrial de goiaba por possuir uma atividade anti-radical expressiva poderia

ser considerado como uma fonte interessante de antioxidantes naturais.

Tabela 4: Capacidade de sequestro do radical ABTS™ de extratos de residuo
agroindustrial de goiaba.

Extratos mM TEAC.g™
Hidroacetonico 875,79 + 56,06%

Hidrometandlico 57,16 + 1,53°
BHT 188,24 + 8,02°

Os valores referem-se a média de trés determinagdes tdesvio padrdo. Médias seguidas por letras
iguais ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Ducan (p>0,05). TEAC: atividade
antioxidante em equivalente de Trolox (6 minutos).

Conclusoes
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O extrato hidroacetdnico do residuo agroindustrial de goiaba apresenta um
expressivo potencial anti-radical, uma vez que demonstrou eficiéncia na captura
de radicais DPPH* e ABTS®, além de sinergismo com o BHT. Desta forma,
apresenta-se como alternativa de antioxidante natural. No entanto, estudos
adicionais s&o necessarios para testar sua acdo antioxidante em outras condi¢des

experimentais.
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Nas condigcbes em que foram desenvolvidos os experimentos, os resultados

obtidos permitem concluir que

O processo de extracdo sequencial, utilizando solventes de diferentes
polaridades e trés ciclos de extragdo para cada solvente, possibilitou a
extracdo de compostos fendlicos em quantidade variada. Os maiores
teores de polifendis totais foram extraidos com o uso de solvente

hidroacetdnico e hidrometandlico.

O extrato hidroaceténico do residuo agroindustrial de goiaba exibiu melhor
acao antioxidante do que o hidrometandlico, demonstrando expressivo
potencial anti-radical, uma vez que apresentou eficiéncia na captura dos
radicais DPPH* e ABTS", relevante acdo antioxidante em meio lipidico,

além de sinergismo com o BHT.

Frente ao potencial antioxidante exibido pelo extrato hidroacetdnico, o
residuo agroindustrial de goiaba pode ser apontado como uma fonte
alternativa de antioxidante natural. Entretanto, para ser empregado como
inibidor da oxidacéo lipidica em alimentos sua ag¢ao antioxidante deve ser
testada em outras condigdes experimentais, além da necessidade de

desenvolver estudo econémico e toxicoldgico.



